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Die f olgenden Ang 



Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
© Mikrosysteme zur Zellpermeation und Zellfusion 
© Eine Elektroporations- und/oder Fusionsbehandlung 
mikroskopischer Objekte erfolgt in einem Medium zwi- 
schen mindestens zwei Elektroden, wobei die Elektroden 
miniaturisierte Elektroden in einem Mikrosystem mit ei- 
ner Kanalstruktur sind, die zum DurchflufS des Mediums 
mit den Objekten eingerichtet ist. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Manipulie- - 
rung und Bearbeitung biologischer Objekte mittels elektri- 
scher Pulse, insbesondere zur Permeation (Poration) und/ 5 
oder Fusion von Zellen oder von synthetischen, membra- 
numhiillten Gebilden wie Liposomen oder Vesikeln oder zur 
Permeation von Membran- oder Schichtmateriatien in mi- 
niaturisierten Elektrodenstrukturen, und Manipulierungs- 
oder Bearbeitungsverfabxen unter Verwendung einer derar- 10 
tigen Vorrichtung. 

Fiir bestimmte biotechnologische, medizinische oder gen- 
technische Aufgaben ist die kurzzeitige und reversible Erho- 
hung der Durchlassigkeit der Umhiillung lebender, in einer 
Fliissigkeit suspendierter Zellen von Interesse (Ubersicht in 15 
"Elektromanipulation of Cells", U. Zimmermann, G. A. 
Neil, CRC, 1996). Neben chemischen, virusbasierten und 
laserinduzierten Permeationsmethoden hat sich wegen der 
Einfachheit und Definiertheit der Applikation die Permation 
mittels kurzer elektrischer Pulse (Elektroporation oder Elek- 20 
troperfneation) entwickelt, wobei gepulste Gleichstromsi- 
gnale (s. U. Zimmermann et al. in "BBA", Band 641, 1982, 
S. 160 ff.) oder gechopperte HF-Felder (s. 
PCT/US88/03457) verwendet werden. Bei den bisher allge- 
mein bekannten, kommerzieE verfugbaren Elektroporati- 25 
onsgeraten werden die Elektroporationen und/oder Fusio- 
nen in Kammern mit Elektroden durchgefiihrt, deren Di- 
mensionen wesentlich groBer als die Dimensionen der be- 
handelten Objekte sind, wobei die folgenden Nachteile auf- 
treten. 30 

Zellen konnen bisher nicht in Kulturmedien permeiert 
werden, da diese eine hohe Leitfahigkeit besitzen und auf- 
grund der niedrigen Dielektrizitatskonstante und Leitfahig- 
keit biologischer Zellen das elektrische Feld auBerhalb der 
Zellen verlaufen wiirde. AuBerdem wiirden die Kulturme- 35 
dien zu einer hohen thermischen Belastung der zu hehan- 
delnden Zellen durch Widerstandsheizen aufgrund des 
Stromflusses durch das Kulturmedium fiihren. Der Anwen- 
dungsbereich der herkommlichen Elektroporationsgerate ist 
ferner auf robuste und widerstandsfahige Zellen beschrankt. 40 
AuBerdem ist eine Optimierung der Fusionsparameter wie 
z. B. der Feldstarke und der Pulsfrequenz nur eingeschrankt 
moglich. Dies ergibt sich aus der GroBenabhangigkeit des 
maximal induzierten Transmembranpotentials V M max einer 
sich in einem externen elektrischen Feld E befindlichen 45 
Zelle (Radius R) gernaB V M max = 1,5 • R • E und der prakti- 
schen GroBenvarianz biologischer Objekte. Dies ist insbe- 
sondere dann problematisch, wenn unterschiedliche Zellty- 
pen gleichzeitig permeiert bzw. fusioniert werden sollen 
oder nur wenige Ausgangszellen zur Verfugung stehen. .50 
SchlieBlich erlauben die herkommlichen Elektroporations- 
gerate keine zuverlassige Einzelzellmanipulation oder : per- 
meation. 

Es ist ferner allgemein bekannt, daB sich biologische Ob- 
jekte auf der Grundlage negativer oder positiver Dielektro- 55 
phorese mit hochfrequenten elektrischen Feldern manipulie- 
ren lassen. Dies wird insbesondere in Mikrosystemen reali- 
siert, wie es beispielsweise von G. Fuhr et al. in "Naturwis- 
senschaften", Band 81, 1994, Seiten 528 ff. beschrieben ist. 
So zeigen bei einer iiblichen Losungsmittelleitfahigkeit von 60 
rund 0.3 S/m biologische Zellen unter der Wirkung hochfre- 
quenter elektrischer Felder iiber einen groBen Frequenzbe- 
reich von rd. 1 MHz bis iiber 120 MHz negative Dielektro- 
phorese, d. h. die Zellen werden von mit den Hochfrequenz- 
feldern beaufschlagten Elektroden zu Gebieten niedriger 65 
Feldstarke bewegt. In Kulturmedien mit Leitfahigkeiten 
iiber 1 S/m zeigen tierische Zellen iiber alle Frequenzen ne- 
gative Dielektrophorese. 
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Es ist die Aufgabe der Erfindung, eine verbesserte Vor- 
richtung zur Manipulierung oder Bearbeitung (insbesondere 
durch Permation) mikroskopischer Objekte zu schaffen, de- 
ren Anwendungsbereich in Bezug auf die Auswahl der Um- 
gebungs- oder Kulturmedien, die Optimierung der Porati- 
onsparameter und/oder die Handhabung kleinster Objekt- 
mengen (bis hin zu Einzelobjekten) erweitert ist. Die Auf- 
gabe der Erfindung besteht auch darin, ein verbessertes 
Elektroporationsverfahren unter Verwendung einer derarti- 
gen Vorrichtung anzugeben. 

Diese Aufgaben werden durch eine Vorrichtung, ein Elek- 
troporationsgerat bzw. ein Verfahren mit den Merkmalen 
entsprechend den Patentanspriichen 1, 8, 9 bzw. 12 gel6st. 
Vorteilhafte Ausfiihrungsformen der Erfindung ergeben sich 
aus den abhangigen Anspriichen. 

Die Grundidee der Erfindung besteht darin, von den her- 
kommlichen, makroskopischen Elektroporationsanordnun- 
gen zu Mikrosystemen iiberzugehen, bei denen die Objekt- 
behandlung in Umgebungs- oder Kulturmedien zwischen 
miniaturisierten Elektroden stattfindet. GemaB einem ersten 
wichtigen Aspekt der Erfindung sind die Elektroden in ei- 
nem Mikrosystem mit einer Kanalstruktur vorgesehen. Im 
Unterschied zur herkommlichen Elektroporation in ge- 
schlossenen Kiivetten ist die Kanalstruktur als DurchfluBsy- 
stem eingerichtet. Die zu behandelnden Objekte werden so- 
mit vom stromenden oder fiieBenden Medium zu den Elek- 
troden gefuhrt und beim DurchfiuB oder wahrend eines zeit- 
lich begrenzten, ortsfesten dielektrophoretischen Positionie- 
rens der Objekte in Bezug auf die Elektroden permeiert. Ge- 
maB einem zweiten wichtigen Aspekt der Erfindung werden 
die Objekte mit einem derart geringen Abstand von den 
Elektroden permeiert, daB selbst in hochleitfahigen Medien 
eine Permeation erfolgen kann. Im Mikrosystem sind Elek- 
troden zur Ausiibung von Polarisationskraften auf der 
Grundlage negativer Dielektrophorese und Elektroden zur 
Elektroporation vorgesehen. GemaB einem dritten wichti- 
gen Aspekt der Erfindung sind Elektroden vorgesehen, die 
eine Doppelfunktion erfullen. Eine erfindungsgemaBe Vor- 
richtung weist z. B. ein Elektrodensystem auf, das simultan 
zur Halterung der Objekte im Medium oder zur Fiihrung der 
Objekte in einem stromenden Medium sowie zur Beauf- 
schlagung der Objekte mit elektrischen Feldern zur Reali-' 
sierung der Elektroporation eingerichtet ist. Im Unterschied 
zu herkommlichen Elektroporationsgeraten bilden die Elek- 
troden erfindungsgemaB einen mindestens in zwei zueinan- 
der senkrechten Raumrichtungen geschlossenen Kafig, in 
dem die Objekte manipuliert und der Elektroporation ausge- 
setzt werden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrnngsform der Erfin- 
dung ist das Elektrodensystem so eingerichtet, daB die Pora- 
tion der Objekte entsprechend vorbestimmter Porationsmu- 
ster erfolgt. Hierzu besitzen die Elektroden (Pulselektroden) 
feldformende Einrichtungen wie z. B. Elektrodenspitzen, 
die entsprechend den gewiinschten Porationsmustern ange- 
ordnet sind, oder Abschirm- oder Abdeckelemente, die ein 
Freiliegen der Elektroden in Bezug auf das Medium mit dem 
oder den Objekten entsprechend dem gewiinschten Porati- 
onsmuster erlauben. 

Eine erfindungsgemaBe Vorrichtung wird vorzugsweise 
als Mikrosystem mit Kanalstrukturen aufgebaut, die in min- 
destens einem Bereich mit einem erfindungsgemaBen Elek- 
trodensystem ausgestattet sind (Elektroporationsbereich). 
Vorteilhafterweise werden derartige Elektroporationsbe'rei- 
che im Mikrosystem mit anderen Bereichen zur Behandlung 
oder Manipulierung der Objekte z. B. zum Sammeln oder 
Trennen bestimmter Objekttypen (Manipulierungsbereich) 
kombiniert. ErfindungsgemaBe Mikrosysteme werden vor- 
zugsweise als DurchfluBsysteme betrieben. 
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Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. Erfindungs- 
gemaBe Vorrichtungen erlauben Objektpermeationen in 
physiologischen Losungen. Somit wird die Anwendbarkeit 
der Elektroporation auf Medien miiHioher Leitfahigkeit 
(z.B. im Bereich von 0.01 bis lOS/m) erweitert. Es wird 
erstmalig eine zuverlassige, beriihrungsfreie und schonende 
Permeation einzelner Objekte oder Objektgruppen in freier 
Losung ermoglicht. Die Miniaturisierbarkeit des Systems 
erlaubt eine Erhohung der Elektrodenhaltbarkeit und eine 
Verringerung der Elektroporations-Pulsamplituden (bis in 
den Volt- bis 100 V-Bereich), wobei dennoch die erforderli- 
chen hohen Feldstarken erzielbar sind. Es wird erstmals er- 
moglicht, die zu behandelnden Objekte simultan an mehre^ 
ren Stellen entsprechend vorbestimmten definierten Porati- 
onsmustern zu behandeln. Es wird eine Kombination der 
bisher auf makroskopische Anwendungen beschrankten 
Elektroporationstechnik mit Verfahrensweisen der Mikrosy- 
stemtechnik ermoglicht. 

Weitere Vorteile bestehen in der erhohten Effizienz und 
Ausbeute der Elektroporation, der verminderten Warmepro- 
duktion durch Minimierung der Elektrodenoberfiache, der 
Moglichkeit der Permeation unterschiedlich groBer Objekte 
und der zeiteffektiven Permeation von Objekten in Durch- 
fluBsystemen bei niedrigen Spannungen. 

Die Erfindung ist nicht auf biologische Zellen beschrankt, 
sondern kann entsprechend mit alien interessierenden syn- 
thetischen, membranumhullten Gebilden wie Liposomen 
oder Vesikeln oder mit Membran- oder Schichtmaterialien 
implementiert werden. 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden 
im folgenden unter Bezug auf die beigefiigten Zeichnungen 
eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1A, IB zwei Ausfuhrungsformen von Elektrodensy- 
stemen in erfindungsgemaBen Vorrichtungen in schemati- 
scher Perspektivansicht, 

Fig. 2A, 2B zwei weitere Ausfuhrungsformen von Elek- 
trodensystemen in schematischer Perspektivansicht, 

Fig. 3 eine weitere Ausfuhrungsform eines Elektrodensy- 
stems mit planaren, strukturierten Elektroden, 

Fig. 4, 5 schematische Darstellungen zur Illustration des 
Feldlinienverlaufs bei der Elektroporation, 

Fig. 6 eine schematische Perspektivansicht zur Illustra- 
tion erfindungsgemaBer feldformender Einrichtungen am 
Elektrodensystem, 

Fig. 7 eine schematische Darstellung eines Mehrkanal- 
Mikrosystems, das zur erfindungsgemaBen Poration von 
Objekten unterschiedlicher GroBe eingerichtet ist, 

Fig. 8 eine schematische Darstellung eines erfindungsge- 
maBen Elektroporators mit DurchfluBbetrieb, 

Fig. 9 schematische Darstellungen weiterer Elektroden- 
formen fur dreidimensionale Anordnungen von Elektroden- 
systemen, 

Fig. 10 schematische Darstellungen zur Illustration der 
Kombination von Porations- und Manipulierungsbereichen 
in erfindungsgemaBen Mikrosystemen, und 

Fig. 11 eine weitere Ausfuhrungsform eines Elektroden- 
systemen in schematischer Draufsicht. 

Die folgende Erlauterung bezieht sich insbesondere auf 
die Elektrodengestaltung und -beschaltung in erfindungsge- 
maBen Vorrichtungen. Einzelheiten der Herstellung von Mi- 
krosystemen mit halbleitertechnologischen Mitteln, der 
Kombination von Mikrosystemen mit Probenzufuhr- oder 
Detektionssystemen, der Erzeugung der Hochfrequenzfel- 
der zur Dielektrophorese und der Gestaltung der Permeati- 
onspulse werden nicht im einzelnen eriautert, soweit diese 
an sich aus den herkommlichen Techniken bekannt sind und 
in analoger Weise bei der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
iibernommen werden konnen. Bei den folgenden Darstel- 



lungen wird in der Regel ein rundes Objekt gezeigt, das 
stellvertretend fiir die obengenannten, zu behandelnden Ob- 
jekte dargestellt wird. Der Schwerpunkt der folgenden Er- 

• lauterung liegt bei der Elektroporation in DurchfluBsyste- 

s men. Hierbei wird der Elektroporationsbereich der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung von einem Medium (Umhiil- 
lungs- oder Kulturmedium) mit den zu behandelnden Ob- 
jekten durchstromt, wobei miniaturisierte Elektroden Feld- 
barrieren in Richtungen senkrecht zur Stromungsrichtung 

10 (zweidimensionale Feldkafige) bilden. Die Erfindung ist 
entsprechend in stationaren Systemen insbesondere mit 
dreidimensionalen Feldkafigen implementierbar. 

Die Fig. 1 A, IB zeigen beispielhafte Ausfuhrungsformen 
von Elektrodensystemen von DurchfiuBanordnungen erfin- 

15 dungsgemaBer Vorrichtungen. In Mikrosystemen mit Kanal- 
strukturen (beispielsweise halbleitertechnologisch prozes- 
sierte Kanale in Si-Chips) sind jeweils zwei der zum Elek- 
trodensystem gehorenden yier Elektroden an der oberen 
bzw. unteren Kanalbegrenzung (Deckel bzw. Boden) ange- 

20 bracht. Die perspektivischen Darstellungen zeigen die Elek- 
troden 11a und lib als obere Elektroden und die Elektroden 
11c und lid als untere Elektroden. Die nicht dargestellten 
Kanalbegrenzungen sind vorzugsweise ebene Halbleiter- 
oberflachen im Chip, auf denen die Elektroden mit geeigne- 

25 ten Depositionsverfahren gebildet sind. Es ist hervorzuhe- 
ben, daB die Elektroden im wesentlichen schichtformig auf 
den Kanalbegrenzungen aufgebracht sind und somit nicht 
bzw. nur geringfiigig in den Kanal hineinragen. Gesonderte 
seitliche Kanalbegrenzungen zwischen den oberen Elektro- 

30 den einerseits und den unteren Elektroden andererseits sind 
aufgrund der Feldkafigfunktion des Elektrodensystems 
nicht erforderlich. Das Elektrodensystem ist zur Ausbildung 
elektrischer Feldbarrieren auf der Grundlage negativer Di- 
elektrophorese zwischen den Objekten 13 und den oberen 

35 bzw. unteren Kanalbegrenzungen bzw. den sich seitlich an- 
schlieBenden Kanalraumen eingerichtet. 

Im Unterschied zu herkommlichen Elektroporationskam- 
mern werden erfindungsgemaB mindestens zwei (vorzugs- 
weise vier oder mehr) Elektroden dreidimensional in einem 

40 Kanal angeordnet. Die Objekte 13 (z. B. biologische Zellen) 
werden durch eine Medienstromung oder eine andere Kraft 
(Pfeilrichtung in Fig. 1A) durch das Elektrodensystem ge- 
fuhrt und auf der Grundlage negativer Dielektrophorese von 
den Elektroden weg in den Zentralbereich des Kanals ge- 

45 druckt. Zur Erzielung bestimmter Bewegungsablaufe kon- 
nen die Elektroden lla-lld bandartig verschieden gestaltet 
sein, so z. B. kurvenformig (Fig. 1A) oder gerade (Fig. IB). 

Das Elektrodenmaterial wird anwendungsabhangig ge- 
wahlt und besteht vorzugsweise aus Platin, Titan, Tantal 

50 oder Legierungen aus diesen. Die Dicke der Elektrodenban- 
der liegt im um-Bereich und ist vorzugsweise < 1 um. Cha- 
rakteristische Kanalquerdimensionen liegen im Bereich von 
rd. 1 umbis 100 um. 

Die Elektroden lla-lld sind jeweils entsprechend mit 

55 elektrischen Steuerleitungen 12a-12d verbunden. Die Steu- 
erleitungen fuhren zu einer (nicht dargestellten) Steuerein- 
richtung, die einen Hochfrequenzgenerator zur Erzeugung 
der Hochfrequenzfelder fiir die negative Dielektrophorese 
und einen Pulsgenerator zur Erzeugung der Permeations- 

60 pulse enthalt. In diesem Fall funktionieren die Elektroden si- 
multan als Hochfrequenz- und Pulselektroden. 

Beim erfindungsgemaBen Betrieb werden die zu behan- 
delnden Objekte 13 mit dem Medium durch den Kanal mit 
dem Elektrodensystem lla-lld gefuhrt. Das Elektrodensy- 

65 stem wird simultan mit HF-Spannungen (Bereich z. B. 
1 MHz bis iiber 120 MHz) und Permeationspulsen (Dauer 
us-Bereich, Amplitude bis 100 V) beaufschlagt. Die Ob- 
jekte werden somit simultan in den Zentralbereich des Ka- 
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nals gedriickt, wo die Permeation spulse wirken, die zu einer Fig. 3 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform rait planaren 

reversiblen Offnung der Zellmembran fuhren. Die simultane oder scheibenformigen Elektroden 31, 32, zwischen denen 

Nutzung des Elektrodensys terns fur beide_Funktionen stellt . das Objekt 33 mit einem DutchfluBsystem hindurchgefiihrt 

einen besonderen und bei der friiheren Betrachtung her- wird. Diese Ausfuhrungsform ist somit eine Zwei-Elektro- 

kommlicher Elektroporationsgerate und Mikrosysteme 5 denanordnung, bei der wieder die Elektroden eine Doppel- 

nicht erwarteten Vorteil dar. funktion in Bezug auf die Dielektrophorese und die Elektro- 

Die in Kanalstromungsrichtung wirksame Lange der poration erfiillen. Jede der Elektroden 31, 32 besitzt eine in- 

Elektroden lla-lld kann anwendungsabhangig verschieden nere stemformige Ausnehmung, so daB das Elektrodenma- 

ausfallen bzw. dazu eingerichtet sein, daB mehrere Objekte terial Spitzen 34 bildet, die analog zu den feldformenden 

13 (Fig. 1A) gleichzeitig, aber raumlich getrennt im Elek- 10 Elementen 25, 26 in den Fig. 2A, 2B Feldlinienkohzentra- 

trodensystem permeiert werden. tionen und somit ein bestimmter Porationsmuster auf dem 

Ein besonderer Vorteil der Erfmdung, namlich die Bereit- Objekt 33 ergeben, sobald die Durchschlagsspannung er- 

stellung vorbestimmter Porationsmuster, wird im folgenden reicht ist. 

unter Bezug auf die Fig. 2A, 2B erlautert, die zwei Ausfiih- Die Fig. 4 und 5 illustrieren die feldformende Wirkung 
rungsformen mit Elektrodensystemen zeigen, die mit feld- 15 der Elektroden bzw. der feldformenden Elemente bei erfin- 
formenden Einrichtungen versehen sind. Die Elektrodensy- dungsgemaBen Vorrichtungen. Fig. 4a zeigt den Feldlinien- 
steme bestehen aus den Elektroden 21a-21d mit den ent- verlauf in der Nahe und durch eine biologische Zelle 43 bei 
sprechenden elektrischen Steuerleitungen 22a-22d und niedriger AuBenleitfahigkeit, wie er beispielsweise bei her- 
feldformenden Elektrodenelementen 25 und 26. In Fig. 2A kommlichen Permeationsanordnungen gegeben ist. Fig. 4b 
ist aus Ubersichtlichkeitsgriinden wie bei Fig. 1A, IB nur 20 zeigt die Situation bei hoher AuBenleitfahigkeit. Die bei 
das Elektrodensystem und das Objekt 23 ohne die Kanalbe- niedriger AuBenleitfahigkeit auftretende Biindelung der 
grenzungen und ohne andere Teile des Mikrosystemschips Feldlinien 41 im Bereich 43a, 43b der Oberflache des Ob- 
dargestellt. In Fig. 2B sind lediglich die feldformenden Ele- jekts 43 kann bei hoher leitender AuBenlosung nicht erreicht 
mente (oder separaten Elektroden) 25a-25j, 26a-26j, das werden, da die Feldlinien 41 das Objekt 43 vorrangig um- 
Objekt 23 und zur Verdeutlichung die Ebenen der oberen 25 flieBen und weniger durchsetzen. Wird hingegen gemaB Fig. 
bzw. unteren Kanalbegrenzung 27, 28, nicht jedoch ggf. vor- 5 das Ende der Elektrode bzw. des feldformenden Elements 
handene, die Elemente in Gruppen verbindende Elektroden- 51 mit moglichst geringer Querdimension (d. h. moglichst 
bander bzw. die elektrischen Steuerleitungen dargestellt. spitz, Krummungsradus < K Objektradius) nahe an die Ob- 
Die feldformenden Elemente 25, 26 sind Elektrodenstuk- jektoberflache (z. B. Oberflache einer biologischen Zelle) 
turen, die sich band- oder linienformig auf der jeweiligen 30 53 angeordnet, so konnen auch in hoch leitfahigen AuBenlo- 
Kanalbegrenzungsoberflache hin zur Kanalmitte erstrecken. sungen (physiologische Kulturmedien) genugend hohe 
Die Langsdimension hin zur Kanalmitte wird derart ge- Feldstarken fur die Elektroporation erzielt werden. Der Ab- 
wahlt, daB die Enden der feldformenden Elemente nur noch stand der Spitze der Elektrode 51 von der Objektoberflache 
einen Abstand von rd. einem bis einem halben Objektdurch- betragt vorzugsweise weniger als ein Objektdurchmesser. 
messer vom Objekt 23 entfernt sind. Die Querdimensionen 35 Die FeldUnien 52 zeigen den Bereich des dielektrischen 
werden so gewahlt, daB sich spitzenforrnige Strukturen er- Durchbruchs durch die Membran oder Oberflache des Ob- 
geben, die wesentlich diinner als die charakteristische Ob- jekts 53. 

jektdimension sind. Eine andere Gestaltung feldformender Elemente ist in 
Die feldformenden Elemente 25, 26 verursachen eine Fig. 6 illustriert. Bei diesem Elektrodensystem sind zwei 
hohe Feldlinienkonzentration und somit hohe Feldstarken in 40 Elektroden 61, 62 in planarer, flachiger Gestaltung vorgese- 
lokal eng begrenzten Bereichen. Damit ergibt sich auch im hen. Die feldformenden Elemente werden durch Isolations- 
Medium eine FeldUnienbiindelung und somit ein dielektri- schichten 65 auf jeder der Elektroden auf der. dem Kanal 
scher Durchschlag an bestimmten Orten auf der Oberflache bzw. den Objekten zugewandten Seiten gebildet. Die Isola- 
des Objekts 23. Die ortliche Verteilung der Durchschlage tionsschichten 65 besitzen an vorbestirnraten Positionen 
entspricht der Verteilung der feldformenden Elemente und 45 Ausnehmungen oder Offnungen 54, an denen die metalli- 
ergibt ein vorbestimmtes Porationsmuster. sche Elektrodenfiache (dunkel dargstellt) mit dem Medium 
Die Fig. 2A zeigt eine Ausfuhrungsform mit vier Elektro- in Beriihrung kommt. Die Ausnehmungen 64 konnen in vor- 
den 21a-21d mit einer raumlichen Anordnung analog zu bestimmter Weise mit den verschiedensten Offnungsformen 
Fig. 1A. Die Fig. 2B hingegen ist eine Multielektrodenan- mit eckigen, kurvenformigen oder langgestreckten Unihiil- 
ordnung, die als DurchfluBsystem oder als stationares Sy- 50 lungen vorgesehen sein. Die Elektroden 61, 62 sind auf Sub- 
stem mit einem geschlossenen Feldkafig betrieben werden straten (nicht dargestellt) mit den Methoden der Halbleiter- 
kann. Es ist moglich, daB jedes der feldformenden Elemente technologie prozessiert. Als Substratmaterial kommt hier 
25a-25j, 26a-26j gemaB Fig. 2B eine separate Elektrode wie bei den anderen Ausftihrungsformen neben Halbleiter- 
mit einer eigenen elektrischen Steuerleitung darstellt. Erfin- material (z. B. Sihzium) auch Glas, Kunststoff, Keramik 
dungsgemaB ist es nicht zwingend erforderlich, daB die 55 oder dgl. in Frage. Das Bezugszeichen 63 bezeichnet das 
Elektroden die genannte Doppelfunktion erfiillen. Sind bei- Objekt, das im Kanal zwischen den Elektroden 61, 62 hin- 
spielsweise viele, fein strukturierte feldformende Elemente durchgefuhrt oder hindurchgestromt wird. 
fur die Elektroporation gemaB Fig. 2B vorgesehen, so ist es Die Ausnehmungen 64 bewirken analog zur Funktion der 
moglich, daB diese Spitzenelektroden bei Ansteuerung mit feldformenden Elemente in Spitzenform eine Konzentration 
einer Hochfrequenz-Spannung keine gentigenden Feldkrafte 60 der Feldlinien, so daB sich eine Permeation des Objekts 63 
aufbringen, lim das zu behandelnde Objekt im interessieren- an bestimmten Stellen ergibt bzw. das vorbestimmte Porati- 
den Bereich zu positionieren oder zu fokussieren. In diesem onsmuster ergibt. 

Fall konnen gesonderte (nicht dargestellte) Elektroden zur Ein besonderer Vorteil der Ausfuhrungsform gemaB Fig. 

Erzeugung geeigneter Feldbarrieren vorgesehen sein. 6 besteht darin, daB Belastungen des Elektrodenmaterials 

Zur Erhohung der lokalen Feldlinienkonzentration kon- 65 durch relativ hohe Pulsspannungen verringert werden. Die 

nen an den kanalseitigen Enden der feldformenden Ele- Pulsspannungen konnen hier wie bei den anderen Ausfuh- 

mente zusatzlich (nicht dargestellte) Spitzen- oder Kanten- rungsformen im Bereich von 1 V bis zu einigen 100 V lie- 

strukturen vorgesehen sein. gen. 
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Gegenstand der Erfindung ist auch die Kombination eines 
miniaturisierten Elektroporationssystems gemaB einer der 
oben erlauterten Ausfuhrungsformen mit einem miniaturi- 
sierten Objektmanipulator und/oder -"detektor, wobei eine 
Elektroporation der Objekte nur an vorbestimmten Objekten 
oder entsprechend vorbestimmter Zeitmuster vorgenommen 
wird. Ein derartiges System kann anwendungsabhangig ana- 
log zu den in Fig. 7 gezeigten Grundstrukturen gestaltet 
sein. 

Fig. 7 ist eine schematische Draufsicht auf ein miniaturi- 
siertes Mehrkanalsystem, bei dem zwei Kanale 71, 72 vor- 
gesehen sind, die von Randelementen 73a begrenzt und 
durch Trennelemente 73b (Spacer) getrennt sind. Die Ka- 
nale 71, 72 werden in Pfeilrichtung von einem Medium 
durchstromt. 

Das Mikrosystem umfaBt einen Manipulationsbereich A 
und einen Elektroporationsbereich B. Im Manipulationsbe- 
reich A erfolgt eine Trennung einstromender Objekte und/ 
oder eine Detektion. Beim dargestellten Beispiel ist im Ma- 
nipulationsbereich A ein Paar von Ablenkelektroden 76 vor- 
gesehen, die sich im Kanal 71 schrag zur Stromungsrichtung 
erstrecken. Die Ablenkelektroden umfassen eine untere 
Elektrode am Kanalboden (nicht dargestellt bzw. verdeckt) 
und eine obere Elektrode an der oberen Kanalbegrenzung. 
Zwischen den Elektroden kann das Medium frei durchstro- 
men, wobei jedoch bei Beaufschlagung mit einem hochfre- 
quenten Wechselfeld eine elektrische Feldbarriere aufgebaut 
wird, die sich im Kanal 71 schrag zur Stromungsrichtung er- 
streckt. 

Die dielektrophoretischen Krafte sind abhangig vom Ob- 
jektvolumen. Bei biologischen Objekten werden zur Ver- 
meidung von Membranvorschadigungen Wechselfelder mit 
Frequenzen oberhalb von 10 MHz verwendet. Beim darge- 
stellten Beispiel erfolgt ein Einstromen eines Zellgemisches 
bestehend aus groBen Zellen 74 und kleinen Zellen 75. Die 
Spannung zwischen den Ablenkelektroden wird derart ge- 
wahlt, daB auf die groBen Zellen 74 eine geniigend groBe di- 
elektrophoretische AbstoBungskraft wirkt, so daB diese ent- 
lang der Erstreckungsrichtung der Ablenkelektroden durch 
eine Offnung zwischen den Trennelementen 73b in den 
zweiten Kanal 72 uberfuhrt werden. Die kleinen Zellen 75 
hingegen konnen die Feldbarriere zwischen den Ablenk- 
elektroden 76 passieren und bleiben im ersten Kanal 71. 

Stromabwarts in den Kanalen sind Detektoren 78 vorge- 
sehen. Falls an diesen der Vorbeitritt von Zellen z. B. elek- 
trisch oder optisch detektiert wird (z. B. durch eine Wider- 
standsmessung oder mittels Photodioderi), so wird unter Be- 
riicksichtigung der Stromungsgeschwindigkeit mit einer be- 
stimmten Verzogerungszeit im Elektroporationsbereich B 
die Elektroporation mit den Elektroden 77, 77a ausgelost. 
Die Porationsparameter und die ElektrodengroBe ist dabei 
an die getrennten ZellgroBen angepaBt. Bei den Elektroden 
77, 77a handelt es sich vorzugsweise um dreidimensionale 
Elektrodenanordnungen, wie sie beispielhaft oben erlautert 
wurde. Die Elektroden sind wiederum am Boden bzw. Dek- 
kel des Kanals 71 oder 72 angebracht. Das Auslosen eines 
Fusions- oder Korrationspulses kann rechnergestutzt oder 
durch einen detektorgekoppelten Schalter erfolgen. 

Nach der Permeation konnen die permeierten Zellen 79, 
80 gegebenenfalls dielektrisch gesammelt und fusioniert 
werden, wobei wiederum Ablenkelektroden benutzt wer- 
den. 

Das in Fig. 7 beispielhaft gezeigte System laBt sich an- 
wendungsabhangig beliebig auf mehr Kanale, komplexere 
Ablenktechniken und Elektroporationen an mehreren Stufen 
erweitem. 

Fig. 8 zeigt ein weiteres Beispiel eines Mikrosystems, das 
zur mehrstufigen oder kontinuierlichen Permeation ohne zu- 
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satzliche Sensoreinrichtungen eingerichtet ist. Beim Mikro- 
system gemaB Fig. 8 fuhrt ein Kanal 80 zwischen zwei Be- 
grenzungen 81 eine Stromung eines Mediums mit den Ob- 
jekten 83. Seitlich an den Kahalbegrenzungen 81 sind Elek- 
5 troden 82 angebracht, die zur Elektroporation eingerichtet 
sind. Die Elektroden 82 sind iiber elektrische Steuerleitun- 
gen 85 ansteuerbar, die Schaltelemente 84 zum gezielten 
Betatigen einzelner Elektroden 82 aufweisen. Die Lange der 
Einzelelektroden bzw. Elektrodenkombinationen in Kanal- 

10 langsrichtung, die Stromungsgeschwindigkeit und die ge- 
wiinschte Porationspulslange und -wiederholdauer erlauben 
eine kontinuieriiche Permeation der Objekte wahrend des 
Durchtritts durch den Kanal. Bei Elektroden mit einer Lange 
von z. B. 1 mm und einer Stromungsgeschwindigkeit von 

is 1 mm/s ist sichergestellt, daB bei einer Pulsperiode von 1 s 
jede Zelle pro Periode einen Puis erfahrt. Der Einsatz einer 
Vielzahl von Einzelelektroden anstelle einer sich lang er- 
streckenden, einheitlichen Elektrode besitzt den Vorteil, daB 
an einer integralen Elektrode Spannungsverluste und Erwar- 

20 mungen auftreten wiirden, die die Elektroporation nachteilig 
beeinflussen konnten. 

Fig. 9 zeigt Abwandlungen der Elektrodenanordnung ge- 
maB Fig. 8. Von den dreidimensionalen Elektrodensystemen 
ist jeweils nur eine Ebene dargestellt. Vorzugsweise wird die 

25 zweite Ebene sandwichartig spiegelsymmetrisch iiber der 
ersten Ebene angebracht. Die geraden Elektroden 91A par- 
allel zum Kanal besitzen den Vorteil, daB das Feld eine 
gleichbleibende Feldstarke besitzt. Die Kontakte zu den 
Subelektroden konnen iiber Schaltelemente 91A1 extern ge- 

30 steuert werden. Alternativ konnen Kurvenformen 91B 
(Dreiecksform, Sinusform oder sogenannte- "castellated" 
Form) fur bestimmte Zelltypen durch Variation der Feld- 
starke bevorzugt sein. Segmentierte Einzelelektroden soil- 
ten derart dimensioniert sein, daB die Einzelsegmente eirie 

35 Lange von rd. 100 urn in Kanalrichtung besitzen. 

Fig. 10 illustriert die Prinzipien der Kombination von 
Manipulations- und Elektroporationsbereichen. So konnen 
entweder zwei getrennte Strukturen 101 A oder eine gemein- 
same Struktur 101B benutzt werden. Im Manipulationsbe- 

40 reich ("Sammeln") erfolgt eine Beaufschlagung der Elektro- 
den mit dem Hochfrequenzfeld zur Ausbildung von Feld- 
barrieren, die die Objekte in den Porationsbereich zusam- 
menfUhren. Es ist nicht erforderlich, daB das Hochfrequenz- 
feld fur die Dielektrophorese laufend angeschaltet ist. Es ist 

45 vielmehr moglich, daB die Dielektrophorese beim Durchtritt 
eines Objekts aktiviert und dazu zeitlich verzfigert (rd. 1 ms) 
die Elektroporation durchgefuhrt wird. Die Verzogerung 
hangt je nach Anwendungsfall von der Stromungsgeschwin- 
digkeit im Kanal ab. Fur Puis- bzw. HF-Generatoren fur die 

50 Elektroporation bzw. die Dielektrophorese ist vorzugsweise 
eine gemeinsame Massenverbindung vorgesehen. 

Eine weitere Abwandlung gegeniiber der Anordnung 
101B in Fig. 10 ist in Fig. 11 gezeigt. Die Elektrodenstruk- 
tur 111 verjiingt sich in Bewegungsrichtung der Teilchen 

55 bzw. in Stromungsrichtung im Kanal von einem groBeren 
Abstand der Teilelektroden hin zu einem geringeren Ab- 
stand der Teilelektroden. Eine derartige Gestaltung erlaubt 
es, verschieden groBe Teilchen an verschiedenen Orten zu 
behandeln, namlich das kleinere Teilchen 113A weiter 

60 stromabwarts als das groBere Teilchen 113B. 

Patentansprtiche 

1. Vorrichtung zur Elektroporations- und/oder Fusi- 
65 onsbehandlung mikroskopischer Objekte in einem Me- 
dium zwischen mindestens zwei Elektroden, wobei die 
Elektroden miniaturisierte Elektroden in einem Mikro- 
system mit einer Kanalstruktur sind, die zum Durch- 
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fluB des Mediums mit den Objekten eingerichtet ist. 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, bei der die Elektro- 
den Hochfrequenzelektroden zur- Positionierung der - 
Objekte in der Kanalstruktur und Pulselektroden zur 
Elektroporation und/oder Fusion der Objekte umfas- 5 
sen. 

3. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, bei der die Hoch- 
frequenzelektroden und die Pulselektroden durch ge- 
trennte Elektrodenelemente oder durch gemeinsame 
Elektrodenelemente gebildet werden. 10 

4. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei der die Pulselektroden feldformende Ein- 
richtungen zur Erzeugung eines Porations- und/oder 
Fusionsmusters aufweisen. 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 4, bei der die feldfor- 15 
menden Einrichtungen durch Spitzenelektroden oder 
Abschirmelemente mit geeigneten Durchtrittsoffnun- 
gen gebildet werden, wobei die durch die Spitzenelek- 
troden oder die Abschirmelemente gebildeten wirksa- 
men Elektrodenflachen eine Dimension besitzen, die 20 
wesentlich kleiner als eine charakteristische Dimen- 
sion des jeweils zu behandelnden Objekts ist. 

6. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei der die Objekte von den Pulselektroden ei- 
nen Abstand besitzen, der geringer als eine charakteri- 25 
stische Objektdimension ist. 

7. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei der in der Kanalstruktur in DurchfluBrich- 
tung des Mediums eine Vielzahl von Pulselektroden 
angeordnet sind. 30 

8. Elektroporationsgerat, das mit einer Vorrichtung ge- 
maB einem der Anspriiche 1 bis 7 ausgeriistet ist. 

9. Elektrofusionsgerat, das mit einer Vorrichtung ge- 
maB einem der Anspriiche 1 bis 7 ausgeriistet ist. 

10. Gerat gemaB Anspruch 8 oder 9, das als Mikrosy- 35 
stem mit einer Multielektrodenanordnung gestaltet ist. 

11. Gerat gemaB Anspruch 10, bei dem das Mikrosy- 
stem charakteristische Dimensionen der Elektroden im 
Bereich von 100 um oder geringer und charakteristi- 
sche Dimensionen der Elekrodenabstande im Bereich 40 
von einigen Durchmessern biologischer Zellen besitzt. 

12. Verfahren zur Elektroporation und/oder Fusion mi- 
kroskopischer Objekte, bei dem die Objekte mit einem 
Medium durch eine Kanalstruktur eines Mikrosystems 

an mindestens zwei Elektroden vorbeigefuhrt werden, 45 
die zur Elektroporation und/oder Fusion eingerichtet 
sind. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 12, bei dem die Ob- 
jekte in der Kanalstruktur mit Hochfrequenzelektroden 
auf der Grundlage negativer Dielektrophorese positio- 50 
niert oder gefuhrt werden. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 12 oder 13, bei dem 
vor der Elektroporation bzw. Fusion eine Erfassung 
von Objekteigenschaften und/oder eine Trennung von 
Objekten mit verschiedenen Eigenschaften erfolgt. 55 
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